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血清 中の らい菌 フェ ノール性 糖脂質 の

固相法 による抽 出 と高速液 体 クロマ ト

グ ラフィーに よる定量

藤 原 剛*

SolidPhaseExtractionofPhenolicGlyco霊ipidof吻co6αc`er如m

lepraeinSerumSamplesanditsQuantitativeAnalysisbyHPLC

TsuyoshiFuJIwARA

1.は じめ に

1982年 にHunterら1)に よってらい菌からフェノール性糖脂質(PGL-1)が 単

離,構 造決定されて以来その血清学的性質が多 くの研究者によって研究されてきた.2-11)

特に糖鎖の化学合成が成功 した事によって多数の血清試料について詳細に検討することが

可能になった.そ の結果PGL-1の 糖鎖,特 に三糖全体を合成 し,血 清アルブミン(B

SA)に 結合させた合成抗原(NT-P-BSA)7'11)が 抗PGL-1抗 体を定量するこ

とでらい歯の感染を血清学的に診断するための道具として,ま た治療中の患者に対する化

学療法の効果のモニタ リングの道具として極めて有用であることが明らかになり,12)現在

ではこの合成抗原を用いたELISAや ゼラチン粒子凝集法が実用化 されている.13)

しかし多くの患者のなかには血清中の抗体価と臨床症状とが必ずしも一致 しない例が見

受けられる.ま た抗PGL-1抗 体の抗体価とその他の指標例えば菌指数(BI)等 とは相

関関係がほとんどない.14)さ らに化学療法の際には抗体価の低下よりもかなり早 くPGL-

1の 量が低下するという報告 もある.15)従 って抗体価の定量と同時に抗原であるPGL-

1も 定量する事が望ましい.

血清中のPGL-1を 定量するにはなん らかの方法でPGL-1を 抽出する事が必要で,

主として凍結乾燥 した血清か らクロロホルムーメタノール混液で抽出している.定 量は抽

出物を塗布 したセルロース膜を用いたDOT-ELISAに よって行なっている.15'16)し

か しこの抽出法は非常に手間がかかり多数の検体を扱うには適当でない し抽出物が多 く

の爽雑物を含んでいて化学的な定量が難 しい.ま たPGL-1の 定量法であるDOT-

ELISAは 完全な定量法とは言えず半定量である.本 報告では多数の検体を扱 うのに適

した簡便な抽出法の検討と高速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)に よるPGL-1の

定量について述べる.

H.実 験材料と方法

1.PGL-1

実験 的 に らい 菌 を感 染 した ア ル マ ジロ の肝 臓 か らHunterら の 方 法17)に よ って 抽 出,
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精 製 した物 をHPLCで 最 終 的 に精 製 した.純 度 は99°o以 上 で あ った.

2.血 清

らい療 養 所 か ら集 め た患 者 血 清25例(L,BL15例 ,BB3例,T,BT7例)お

よ び健 康 接 触 者6例 で 和 泉 眞蔵 博 士(国 立 多摩 研 究 所)よ り分与 され た物 で あ る.

3.血 清 中 のPGL-1の 抽 出

250μ1の 血 清 に 同 量 の0.1MのNaOHを 加 え て2倍 に希 釈 しエ ク ス ト レル ー ト

1(1ml用)の カ ラ ム に添 加 す る.さ ら に250μ1の0 .1MNaOHで2回 洗 い 込

む.15分 後6mlの ク ロ ロホル ムで 脂 質 を溶 出 す る.こ れ を窒 素 で乾 固 し少 量 の ク ロロ

ホ ル ム に溶 か して フ ロ リジル の 小 さ な カ ラム(5x20㎜ ,100-200メ ッシ ュ)に

添 加 す る.ク ロ ロホ ル ム(2ml)と5°oア セ トンー ク ロ ロ ホル ム(5ml)で 洗 い5°o

メ タ ノ ール ー ク ロロ ホル ム(6ml)でPGL-1を 溶 出 す る.こ れ を 乾 固 し30μ1の

1.5°oメ タ ノ ール ー ク ロ ロ ホル ム に 溶 か し,25μ1をHPLCに 注 入 して 定 量 す る.H

PLCの 条 件 は次 の と う りで あ る.カ ラ ム:シ リカ ゲ ル,Cosmosi15SL;4.6×150

㎜(ナ カ ラ イテ ス クKK),展 開 溶 媒:1.5%メ タ ノ ール ー ク ロ ロホル ム,流 速:1.Oml

/min,検 出 器:UV275nm.

皿.結 果 と考察

10μgのPGL-1を 含 む 健 康 者 血 清 を250mlの 水,0.1MNaOHま た は0 .1

MHC1で2倍 に希 釈 して エ ク ス トレル ー ト1カ ラム に添 加 した.こ れ を ク ロ ロ ホル ムで

抽 出 してHPLCで 分 析 した.結 果 を 図 一1に 示 す.3種 の 希 釈 液 を 用 い た場 合 の 回 収 率

は35-4000で ど の 場 合 で もあ ま り変 わ らな か っ た が,0.1MNaOHを 使 用 した 場

合HPLCでPGL-1の 近傍 に溶 出 され るUV吸 収 ピー クが小 さ く,定 量 に は好 都 合 で

あ った の で 以 下 の 実験 には0.1MNaOHを 使 用 した.

次 に エ クス ト レル ー ト1カ ラム か らPGL-1を 抽 出 す る際 の溶 媒 を検 討 した.表 一1

に結 果 を示 す.高 い割 合 の ア ル コ ール を含 む溶 媒(エ ー テ ル ーエ タ ノー ル8:2 ,エ ー

テ ル ーメ タ ノ ー ル3:1)は エマ ル ジ ョ ンを与 え るの で 分 析 に は使 え な か った.ヘ キ サ

表 一1.種 々の 溶 媒 に よ る エ ク ス トレル ー ト1カ ラムか らの

PGL-1の 回 収 率

抽 出 溶 媒 回 収 率

C°o

ク ロロ ホ ル ム ー メ タ ノ ール(9:1) 43.3

ク ロ ロ ホル ム 42.3

エ ーテ ル 42.2

酢酸エチル 41.5

二塩化メチ レン 35.4

ク ロ ロホ ル ム ーイ ソ プ ロパ ノ ー ル(9:1) 32.8

ヘ キ サ ン
0

エ ー テル ー エ タ ノ ール(8:2) *

エ ー テ ル ー メ タ ノ ー ル(3:1) *

*エ マ ル ジ ョン
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ンで はPGL-1は 抽 出 され な か った.ク ロ ロホ ル ム,エ ー テ ル ま た は ク ロ ロホ ル ム ー メ

タ ノ ール9:1を 用 い た 場 合 の 回 収 率 は42-43%で か な り良 い成 績 で あ った.こ の

うちで エ ーテ ル で は 保 持 時 間 の 長 い物 質 の 量 は少 な か った.し か しエ ーテ ル は沸点 が低 く

危 険 で もあ るの で 以 後 ク ロ ロ ホル ム を使 用 す る こ とに した.

抽 出 に必 要 な ク ロ ロホ ル ムの容 積 に つ い て 検 討 した.4mlで は 全 回 収 量 の81.2°o,6

mlで95.1°o,8mlで98.2%,10m1で99.5%で あ っ た.従 ってPGL-1の 抽 出 に

は6mlの ク ロ ロ ホル ムで 十 分 で あ った.

この 抽 出 法 のPGL-1の 回 収 率 は10μa/mlのPGL-1を 含 む 血 清 試 料 の 場 合

約42°oで あ っ たが,こ れ よ り低 濃 度 の 試 料 の 場 合 の 回 収 率 につ いて 検 討 した.即 ち健 康

者 の 血 清 にPGL-1を10,5,2,1,0.5及 び0.2μg/mlに な る よ う にPGL-

1を 添 加 した 試 料 を用 いて 抽 出を 行 な いHPLCで 定 量 して 回 収 率 を計 算 した(図 一2).

回 収 率 はPGL-1濃 度 が 低 くな るに 連 れ て 低 下 す る傾 向 が 認 め られ 特 に2μg/ml以

下 で は その 傾 向 が 強 く2μa/mlで35%,1μg/mlで3000,0.5μg/mlで

は23%で あ っ た.し か も低 濃 度 で は回 収 率 の バ ラツ キが 大 きか っ た.こ れ は エ ク ス トレ

ル ー ト1カ ラム に は あ る一 定 量 のPGL-1が 吸 収 さ れ,溶 出 さ れ な くな る事 と0.5μa

/ml以 下 で は検 出 され るPGL-1の ピー ク がHPLCで は非 常 に低 くな るた めバ ック

グ ラ ン ドの と り方 で定 量 値 が大 き く変 わ る た め と考 え られ る.こ れ らの事 を考 え あ わせ る

と この方 法 の 定 量 限界 は0.5μg/ml程 度 と考 え られ る.こ の 値 は 実 際 の 定 量 法 と し て

不 十 分 で 抽 出条 件 を さ らに詳 し く検 討 す る必 要 が あ る.

図 一3に 患 者 血 清 につ いて 行 な ったPGL-1の 定 量 の 結 果 を 示 す.健 康 者 血 清(b)

に はPGL-1の ピー ク は 認 め られ な か った がL(c)とBB(d)の 血 清 に はPGL-1

の ピー ク が明 瞭 に 認 め られ た.そ れ ぞ れ のPGL-1濃 度 は4.55μg/ml(c),3.01

μg/ml(d)で あ る.15例 の患 者 血 清 試料 を プ ー ル した 試料 や12例 の 健 康 者 血 清

に つ い て 同様 の 定 量 を行 な った が,PGL-1に 重 な り合 う ピー クは 認 あ られ な か った.

この 定 量法 は 改 善 の 余 地 が ま だ 多 い が 多 数 の検 体 に つ い てPGL-1の 定 量 を 行 な う方 法

と して有 用 な もの と考 え られ る.

多 数 の 患 者 血 清 につ いて この 方 法 でPGL-1の 定 量 を 行 な い病 型,病 勢,抗PGL-

1抗 体 の 有 無 との 相 関 につ いて 検 討 した(表 一2).PGL-1の 血 清 中 の 濃 度 の 最 大 値

は7.82μ9/mlでChoら の 報 告15)と 一 致 す る.病 型 との 相 関 で はL+BLで7/15

で あ る の に た い してT+BTで は1/7で 明 らか にL+BLで 高 か っ た.こ れ はBLも

Lも 多 歯 型 の らいで あ り当然 の 事 と思 わ れ る.一 方TもBTも 寡 菌型 の らい で体 内 に存 在

す る らい菌 の数 は非 常 に少 な く従 ってPGL-1も 少 な い こ とを反 映 して い る もの と考 え

られ る.し か し病 勢 とPGL-1の 濃 度 とは相 関 関 係 が な く活 動 期 で も静止 期 で も約 半 分

が陽 性 で あ るに止 ま った.抗PGL-1抗 体 の有 無 と の関 係 で は,L+BLで は 抗 体+の

場 合8/15が,抗 体 一の場 合3/10が そ れ ぞ れ 陽性 とな り抗 体+の 方 にPGL-1陽

性 が 多 い こ とが 分 か った.し か し抗体 一の 血 清 で もPGL-1濃 度 の 高 い例 もあ り,そ の

相 関 関 係 は そ れ 程 高 い とは考 え られ な か った.ま た健 康 接触 者 で はPGL-1陽 性 例 は 一一

例 もな か った.

これ らの 結 果 か らPGL-1の 濃 度 は 血 清 に よ って 大 き く変 わ り1回 の 測 定 だ けか ら結

論 をだす の はか な り難 しい と思 わ れ るが,こ の 測 定 法 は 簡便 で あ るの で 経 時 的 にPGL-1

濃度 を モ ニ タ リ ングす る事 に よ って 病 理 的 な状 態 を 判 断 す る手 段 に な り得 る もの と思 われ

る.
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表 一2.血 清 試料 中のPGL-1の 定 量

血清 病型 病勢 抗体 PGL-1 血清 病型 病勢 抗体 PGL-1

番号 (註1) (,ua/m1) 番号 (註1) Cua/ml)

1 L A 一}一 一 17 ii 1 十 一

9乙

00

L

L

A

A

十

十

2.61 18 ii 1 一 4.28

6.89

4 L 1 一 0.71 19 BT A 十 『

5 L 1 十 0.84 20 BT 1 十 3.39

6 L 1 『 一 21 BT 1 十 『

7 L 1 十 ± 22 T A 一 一

8 L 1 } } 23 T 1 } 『

9 L 1 『 3.32 24 T 1 一 一

10 L 1 『 『 25 T 1 一 『

11 BL A 十 0.90

12 BL A 十 『 26 FC 『 }

13 BL A 十 0.67 27 HC 一 『

14 BL A 十 『 28 HC 一 一

15 BL 1 十 7.82 29 HC 一 一

30 HC 一 『

is ii A 十 4.07 31 HC 一 一

(註1)和 泉眞蔵博士の測定によ る.

FC:家 族健康接触者,HC:健 康接触者,A:活 動期,1:静 止期
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Summary

SolidphaseextractionofphenolicglycolipidI(PGL-1)ofMycobacterium

lepraeusingExtrelutelcolumnwastriedinacombinationwiththequantitative

analysisbyHPLC.Sera(250μ1)weredilutedtwicewithO.1MNaOHand

chargedtoaExtrelutelcolumn.Thebestrecovery(about42°o)ofPGL-I

wasachievedwith6mlofchloroformincaseoftheserumwith10μg/mlofPGL-

1.However,recoverydecreasedinalargedegreeintheseracontaininglowcon-

centrationsofPGL-1(30%at1μg/mlofPGL-1,23%atO.5μg/

mlofPGL-1).ThelimitofquantitationwasaboutO.5μg/mlofPGL-1.

Thismethodwasenoughsimpleandusefulforthequantitativeanalysisoflarge

amountofsera.

QuantitativeanalysisofvarioustypesofleprosyserashowedthatLandBL

typeleprosyserahavehigherPGL-IpositiveratesthanthoseofTandBT.

However,onlyweakcorrelationwasfoundbetweenthepositiverateofPGL-I

andthepresenceofanti-PGL-Iantibody.


